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บทคัดยอ 
 แคลโมดูลินเปนโปรตีนขนาดเล็กท่ีพบไดในยูคาริโอตทั่วไป มีบริเวณท่ีสามารถจับกับแคลเซียมและโปรตีนอื่นๆ ได โดย
แคลโมดูลินมีบทบาทสําคัญในกระบวนการตางๆ ของสิ่งมีชีวิต เชน ทําหนาท่ีเปนตัวสงสัญญาณ เกี่ยวของกับกระบวนการเผา
ผลาญ กระบวนการยืด-หดตัวของกลามเนื้อ รวมถึงกระบวนการตอบสนองของระบบภูมิคุมกันดวย ในกุงกุลาดําพบวาโปรตีน
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Calmodulin in the Black Tiger Shrimp, Penaeus monodon  
 
Ratree  Wongpanya 
 




 Calmodulin (CaM) is a small Ca2+-binding protein that found in a wide variety of eukaryotes. It is involved in 
binding several cellular proteins and regulating many biological activities and processes such as signal transduction, 
metabolism, muscle contraction and immune response. In the black tiger shrimp, Penaeus monodon, a molecular 
mass of the CaM is about 17 kDa containing 149 amino acids. It was found that expression of CaM gene in hemocyte 
of an infected shrimp was higher than that of normal shrimp. This finding indicated that CaM maybe involved in cell 
signaling in shrimp defense mechanism. However, functional analysis of the calmodulin including calmodulin-binding 
proteins still needs to be elucidated for further understanding of the shrimp immune system. Knowledge of immune 
response mechanism might be useful for sustainable development in the shrimp industry.   
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เซลลแลว ตัวรับสัญญาณอันดับสอง (second messenger) 
ท่ีสําคัญ ไดแก ไอออนแคลเซียม (Ca2+) เปนตัวการสําคัญ
ท่ีชวยสงสัญญาณตอภายในเซลล โดยอาจเกี่ยวของกับกระบวน-




เหลานี้ (Albert, 2008) ไอออนแคลเซยีมอาจควบคุมกระบวน-












โปรตีนอื่น ๆ (CaM-binding proteins) (Clapham, 1995; 
Sanabria et al., 2008) เชน เอนไซมท่ีเกี่ยวของกับเมแท-
บอลิซึม ทรานคริปชันแฟคเตอร (transcription factor) โปรตีน
ท่ีเกี่ยวของกับการขนสงไอออนบนเมมเบรน เอนไซมไคเนส 


















ซึ่งอาศัยระบบภูมิคุมกันท่ีติดตัวมาแตกําเนิด (innate immunity) 
โดยดานแรกมีเปลือกท่ีหนาทําหนาท่ีปองกันเชื้อโรค นอกจากนี้
ยังอาศัยเซลลและสารน้ําตาง ๆ ท่ีอยูในระบบไหลเวียนเลือด 
(ระบบเปด) ชวยทําใหเกิดการดักจับและกําจัดเชื้อโรคตาง ๆ 
ได อยางไรก็ตาม สวนท่ีมีบทบาทสําคัญมากท่ีสุด ไดแก น้ํา
เลือด (haemolymph) ซึ่งประกอบดวยเม็ดเลือด (haemocytes) 
ทําหนาท่ีในการผลิตโปรตีนและเอนไซมท่ีสําคัญตางๆ เพ่ือ
ทําลายเชื้อโรค โดยเฉพาะเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับระบบโปร



















ควบคุมกิจกรรมตาง ๆ ของเซลล จากการศึกษาโครงสรางของ
โปรตีนแคลโมดูลินดวยเทคนิค Nuclear magnetic resonance 
(NMR) และ X-ray crystallography ในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด 
เชน คน วัว และหนู (Bertini et al., 2009; Izumi et al., 2008; 
Rupp et al., 1996; Wall et al., 1997) พบวา ลําดับกรดอะ
มิโนของแคลโมดูลินมีความอนุรักษสูง โปรตีนดังกลาวจึงอาจ
ทําหนาท่ีคลายกันในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ โดยแคลโมดูลินมี
โครงสรางคลายลูกตุมน้ําหนัก (dumbbell structure) ท่ีประกอบ-
ดวยโปรตีนกอนกลม (globular domain) 2 กอนเชื่อมตอกัน
ดวยสายฮีลิกขนาด 28 กรดอะมิโน (Babu et al., 1988; Chatto-
padhyaya et al., 1992) โดยแตละโปรตีนกอนกลมประกอบดวย






เชน มีความเขนขนเพ่ิมมากขึ้น (จากการถูกกระตุน) โปรตีน
แคลโมดูลินสามารถจับกับไอออนแคลเซียมได การจับกัน
ดังกลาวสงผลใหแคลโมดูลินมีการเปล่ียนแปลงโครงสราง และ
สามารถจับกับโปรตีนเปาหมาย (target proteins) ตาง ๆ 
ดวยเหตุนี้จึงทําใหแคลโมดูลินทําหนาท่ีเปนตัวสงสัญญาณ
ภายในเซลล สวนโดเมนสําคัญในการจับกับแคลเซียมของ
โปรตีนแคลโมดูลิน คือสวนท่ีเรียกวา EF-hand จํานวน 4 
โดเมน ซึ่งมีลักษณะดังภาพท่ี 1 โดยโดเมนดังกลาวมีความ 
อนุรักษสูงมากในส่ิงมีชีวิตชนิดตางๆ ท้ัง คน หนูและกระตาย 
(Sherbany et al., 1987) บริเวณสําคัญนี้มีลําดับกรดอะมิโนท่ี
ดังแสดงในตาราง 1 
 จากตาราง 1 โดเมนที่ชวยในการจับกับไอออนแคลเซียม
มีกรดอะมิโนท่ีมีโซขางเปนหมูคารบอกซิล ทําใหมีสภาพเหมาะสม
ตอการจับกับแคลซียมซึ่งมีประจุบวก ผลของการจับกันดังกลาว









แฟคเตอร เชน CREB  ERK  JNK และ NFAT โดยทรานส-
คริปชันแฟคเตอรเหลานี้ถูกกระตุนใหทํางานจากการเติมหรือ
กําจัดหมูฟอสเฟตดวยเอนไซมไคเนสหรือฟอสฟาเทสที่เปน 





 ภาพท่ี 1 โครงสรางตติยภูมิของโปรตีนแคลโมดูลิน โดเมนสี
แดงและสีน้ําเงินแสดงบริเวณจับกับไอออนแคลเซยีม 
(สีชมพู)  
 ก. แคลโมดูลินกอนจับแคลเซียม (1CFD)  
 ข. แคลโมดูลินจับกับแคลเซียม (1CLL)  
 ค. แคลโมดูลิน-แคลเซียมจับกับเพปไทดเปาหมาย  
               (สีฟา) (1CFF) 
 
ตาราง 1 บริเวณอนุรักษของ EF-hand ท่ีจับกับแคลเซียม
ในแคลโมดูลินของคน 
 
โดเมน ตําแหนง ลําดับกรดอะมิโน 
     1   21-33 DKDGDGTITTKEL 
     2   57-69 DADGNGTIDFPEF 
     3   94-106 DKDGNGFISAAEL 





โตเฟน อะลานิน วาลินหรือลิวซีน (Nils and Brian, 1996) 
เชน ลําดับกรดอะมิโน  
+W-OλR WRAAV หรือ WRXXAAAL  
โดย  + คือ กรดอะมิโนท่ีมีโซขางประจุบวก   
  - คือ กรดอะมิโนท่ีมีโซขางประจุลบ 
O คือ กรดอะมิโนกลุมท่ีไมชอบน้ํา 
 λ คือ กรดอะมิโนลิวซีนหรือวาลีน 










กุงกุลาดําอาศัยระบบภูมิคุมกันแตกําเนิด ดังนั้น ความ 
รูความเขาใจเกี่ยวกับระบบภูมิคุมกันนี้จึงมีความสําคัญ เพ่ือ
นําไปสูการพัฒนาและปองกันการติดเชื้อกอโรคตาง ๆ การ 
ศึกษายีนและโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันมีการศึกษา
อยางตอเนื่องโดยเฉพาะอยางยิ่งระบบโปรฟนอลออกซิเดสและ
เพปไทดท่ีมีฤทธิ์ปองเชื้อโรค (Charoensapsri et al., 2011; 









ไมมีกระดูกสันหลังในทะเลจึงเปนท่ีสนใจ ซึ่งพบวาในระยะ 10 
ปนี้ มีการศึกษาสมบัติของแคลโมดูลินท้ังในหอยแมลงภูและหอย 
นางรม (Li et al., 2003; Roger and Thomas 2001; Zhang 
et al., 2003) สวนในกุงพบวาบทบาทและหนาท่ีของแคลโมดูลิน 
คลายคลึงกับสัตวไมมีกระดูกสันหลังอื่น ๆ (Michael et al., 
1992) นอกจากนี้ยังพบวาแคลโมดูลินเกี่ยวของกับการลอกคราบ
ในกุง (Gao et al., 2009) และการเปล่ียนสีของหอยเปาฮื้อ
อีกดวย (Wang et al., 2008; Nikapitiya and Lee, 2009) 
ในกุงขาวพบวาการแสดงออกของแคลโมดูลินท้ังระดับยีนและ
โปรตีนมีการเปล่ียนแปลงเมื่อกุงถูกกระตุนดวยแบคทีเรีย Vibrio 
parahaemolyticus หรือไวรัสตัวแดงดวงขาว (white spot 
syndrome virus) (Ji et al., 2011) จากรายงานดังกลาว
แคลโมดูลินจึงอาจมีบทบาทสําคัญในการสงสัญญาณภายใน






โอไทด (deduced amino acid) คลายกับแคลโมดูลินในของ
คน วัวและหนู ถึง 98 เปอรเซนต โดยยีนมีขนาด 447 นิวคลี-
โอไทด หรือ 149 กรดอะมิโน (ภาพที่ 2)  
ดวยลําดับกรดอะมิโนท่ีคลายกันจึงอาจกลาวไดวา
แคลโมดูลินอาจทําหนาท่ีคลายกันในส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ โดย 
โครงสราง 3 มิติของแคลโมดูลินในกุงกุลาดําสามารถทํานาย
ไดจากลําดับกรดอะมิโนโดยใชเทคนิค homology modeling 
ดวยโปรแกรม SWISS-MODEL และใชโปรแกรม PyMOL 
ในการแสดงรูปโครงสราง (ภาพท่ี 3ก) ซึ่งจะเห็นวาแคลโม-
ดูลินในกุงกุลาดํามีบริเวณอนุรักษท่ีจับกับไอออนแคลเซียมได 
(EF-hand motif) คลายกับท่ีพบส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ นอกจากนี้
เมื่อนําโครงสราง 3 มิติของโปรตีนแคลโมดูลินของกุงกุลาดํา
และของโปรตีนตนแบบมาเทียบเคียง (alignment) ก็พบวา
มีโครงสรางท่ีคลายคลึงกันมาก (ภาพที่ 3ข) 
 
 ภาพท่ี 2 ผลการเทียบเคียง (alignment) กรดอะมิโนของ
แคลโมดูลินในกุงกุลาดํากับส่ิงมีชีวิตชนิดตางๆ  
Pmo (กุงกุลาดํา P. monodon) Pat (หอยเซลล 
Patinopecten sp.) Mes (ดอกไมทะเล Metridium 
senile) Hsa (คน Homo sapiens) Bot (วัว Bos 








(ข) ผลการเทียบเคียงโครงสราง 3 มิติระหวาง
แคลโมดูลินของกุงกุลาดํา (สีเขียว) กับแคล-
โมดูลินตนแบบ (1mxe สีฟา)  
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การศึกษาการแสดงออกของยีนแคลโมดูลินในเม็ด
เลือดกุงกุลาดําดวยเทคนิค cDNA microarray ภายหลัง
จากกุงถูกกระตุนเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวและเชื้อแบคทีเรีย
วิบริโอ พบวายีนแคลโมดูลินมีการแสดงออกเพ่ิมมากขึ้นถึง 
20 และ 5 เทา ตามลําดับเมื่อเทียบกับกุงปรกติ และเมื่อใช







แคลโมดูลิน เชน แคลซินูลิน ซีดีซี-ไลคไคเนส และฟอสฟาเทส 
พบวา สรางขึ้นในปริมาณที่แตกตางกันหลังจากกระตุนกุง




 ภาพท่ี 4 ระดับการแสดงออกของยีนแคลโมดูลินเทียบกับ
ยีน elongation factor  
 
เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนแคลโมดูลินในเม็ด
เลือดของกุงกุลาดําดวยเทคนิค In situ hybridization โดย
ใช antisense probe และ sense probe ติดฉลากดวย dig-
oxigenin (DIG) และใชแอนติบอดีตอ DIG ท่ีเชื่อมตอกับเอนไซม 
อัลคาไลนฟอสฟาเทส ซึ่งจะใช nitro-blue tetrazolium chloride 
(NBT) และ 5-bromo-4-chloro-3-indolyphosphate p-toluidine 
salt (BCIP) เปนสับสเตรต พบวา จํานวนเม็ดเลือดท่ีมีการ
แสดงออกของยีนแคลโมดูลินมีเพ่ิมมากขึ้นหลังจากกุงถูกกระตุน
ดวยเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวหรือเชื้อแบคทีเรียวบิริโอฮาวิอาย 





blue tetrazolium chloride (NBT) และ 5-bromo-
4-chloro-3-indolyphosphate p-toluidine salt (BCIP)   
 
นอกจากนี้การตรวจสอบปริมาณโปรตีนแคลโมดูลิน
ในเนื้อเย่ือกุงกุลาดําบริเวณ cepharothorax ดวยเทคนิค 
immunohistochemistry โดยใชแอนติบอด้ีตอโปรตีนแคลโม-
ดูลิน และใชแอนติบอด้ีระดับสอง (secondary antibody) ท่ี
เชื่อมตอกับเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทสเพ่ือตรวจสอบสีท่ี
เกิดขึ้นจากสับสเตรท NBT และ BCIP พบวา สามารถตรวจพบ
โปรตีนแคลโมดูลินมากขึ้นในอวัยวะตางๆ เชน เหงือก ลิม-
ฟอยด ตับ และอวัยวะสรางเม็ดเลือด (hematopoietic tissue) 
ของกุงกุลาดําท่ีถูกกระตุนดวยเชื้อแบคทีเรียวิบริโอฮาวิอาย 
โดยบริเวณที่มีพบวา มีโปรตีนแคลโมดูลินปริมาณมาก ไดแก 
เม็ดเลือดท่ีแทรกอยูในอวัยวะตาง ๆ รวมถึงเม็ดเลือดท่ีสมบูรณ








ในกลุมเซอรีนโปรตีเอส (serine pretease) หรือเอนไซมใน
ระบบโปรฟนอลออกซิเดส โดยสัญญาณท่ีรับอาจเกี่ยวของกับ
ระดับของไอออนแคลเซียมท่ีเปล่ียนแปลงภายในเซลลเมื่อมี
การกระตุนจากภายนอก ในป ค.ศ.1990 Ashida และคณะ
พบวาไอออนแคลเซียมมีสวนเกี่ยวของกับการกระตุนระบบ







กุลาดํา อยางไรก็ตามบทบาทและหนาท่ีของโปรตีนแคลโม-   
ดูลินในกุงกุลาดํายังคงตองมีการศึกษาตอไป เชน ศึกษาโปรตีน 
ท่ีจับกับแคลโมดูลินและเปนตัวกลางในการระตุนระบบภูมิ-














แคลโมดูลินจะมีการเปล่ียนแปลงโครงสราง 3 มิติ สงผลให
สามารถจับกับโปรตีนเปาหมาย และถายทอดสัญญาณใหมี
การตอบสนองที่เหมาะสมของเซลลตอส่ิงกระตุน ในกุงกุลาดํา 
พบวา โปรตีนแคลโมดูลินประกอบดวยกรดอะมิโน 149 ตัว 
และมีโดเมนท่ีสามารถจับกับแคลเซียมได 4 ไอออน โดยกุง
กุลาดําท่ีติดเชื้อไวรัสและแบคทีเรียมีการแสดงออกของยีน
แคลโมดูลินสูงขึ้นในเม็ดเลือด รวมถึงมีการแสดงออกของ
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